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(54) Mit Aminogruppen beschichtete Oberfldche 

(57) Eire mit Aminogruppen beschichtete Oberf IS- 
che wird durch Auibringen eines polymerisierbaren 
Amins mittels gepulsten Plasmas auf eine OberflSche 
hergestellt. Die dadurch erhaltenen beschichteten 
Oberfldchen weisen eine hohe Oichte an Aminogrup- 
pen auf, so da3 eine spezifische Bindephase durch 
kovalentes Binden eines Partners eines spezifischen 
Bindepaares an die mit Aminogruppen beschichteten 
Oberfldchen erhalten werden kann. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen beschichteten Oberf lache sowie eine 
Oberfldche mit hoher Aminogruppendichte. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer spezifi- 

5 schen Bindephase unter Verwendung der mit Aminogruppen beschichteten Oberfiache, eIne speziflsche Bindephase 
mit verbesserten Eigenschaften sowie deren Verwendung in Immunoassays und In der Medizlntechnik. 

Die Wechselwirkungen von Proteinen mit Polymeroberfiachen spielen eIne wichtige Rolle in der DIagnostik. Poly- 
meroberfiachen werden belspielsweise als Festphasen fur Immunoassays oder als Implantate in der Medlzintechnik 
venwendet. Im Fall von Immunoassays werden ubiichenwelse gegen den zu bestlmmenden Analyten gerlchtete spezi- 

10 fische Antikorper adsorptiv an die OberflSche gebunden. Probleme bereitet dabei allerdings das oftmals unterschiedli- 
che BIndeverhalten von Proteinen an Oberfiachen, welches Ausbluten des AntikOrpers oder VerdrSngungsreaktionen 
zur Folge haben kann. DIese Probleme kGnnen zum Teil durch universelle BIndesysteme, wie belplelsweise das Strep- 
tavidin/Blotin-System, verringert werden. 

Ein weiteres Problem bei Immunoassays istdas Auftreten unspezifischer Bindung von weiteren Probenbestandtel- 

15 len, wIe Serum- oder Plasmaproteinen, an die Oberf ISche. was zu einer Verringerung der Sensitivity und Spezlfitat des 
Nachweisverfahrens fuhrt. Solche unspeziflschen Wechselwirkungen kdnnen zu einer erniedrigten Bindung des Ana- 
lyten Oder zu falsch-positlven Resultaten fuhren. Dieses Problem der unspeziflschen Bindung tritt bel alien Nachweis- 
verfahren auf, in denen in der Probe neben dem Analyten noch weltere Bestandteile vorllegen, die an die Oberfiache 
adsorbleren kOnnen. BelsjDiele fur solche Proben sind biologische Proben, wie etwa Blut, Blutbestandtelle, Serum etc. 

20 In der Vergangenheit wurden verschiedene Moglichkeiten beschrieben. Polymeroberflachen Im Hinblick auf eine 
Verringerung unspezifischer Proteinbindung zu modlfizieren. Allgemein wurde dabei versucht. sich die adsorptlonsver- 
mlndernde Wirkung von Immobllisierten Polyethylenglykolen (PEG) zunutze zu machen. N. Desal und J. Hubbell, J. 
Biom d. Mat. Res., Vol. 25 (1991), 829-843 beschreiben eIne naBchemlsche Modlflzlerung von Polyethylenterephtha- 
lat-Oberfiachen durch Aminolyse und anschlieBende Bindung von Cyanurchlorid-aktlvierten Polyethylenglykolen an die 

25 Oberfiache. Allerdings konnte erst bel einem Polyethylenglykol-Molgewicht von mindestens 18.500 eIne deutliche Ver- 
ringerung der Proteinbindung am Beispiel von Fibrinogen gezeigt werden. Nachteilig ist weiterhin, daB die Aminolyse 
als Verfahren kaum steuerbar und somit nur schwer reproduzlerbar ist. 

E. Kiss et al., Progr. Colloid & Polymer Sci., 74 (1987), 113-119 beschreiben eine Modifizierung von Oberflachen 
durch Aufpfropfen von Polyethylenglykol auf Polyethylen in waBrigem Medium. Dazu wurde Polyethylenglykolaldehyd 

30 mittels reduktlver Aminierung an Aminogruppen von Polyethylenlmin gekoppelt, das auf die PolyethylenoberflSche 
adsorblert war. Auch dieses Verfahren ist schlecht reproduzlerbar und die Modifizierung der Oberfiache erfolgt lediglich 
statlstlsch. 

E. Uchida et aL, Langmuir. 10 (1994), 481-485 beschreiben ein Verfahren zur Modifizierung von Polymeroberfla- 
chen durch Aufbrlngen von acrylderivatlsierten Polyethylenglykolen mittels photoinduzierter Pfropfung auf Polyethylen- 
35 terephthalat-Oberfl^chen. WO92/07006 beschreibt die Modifizierung von geladenen Oberflachen in wSBrigem Medium 
mit polyethylengekoppelten Polyethyleniminen. Die Bindung des Polymers an die OberflSche kommt dabei durch rein 
ionische Wechselwirkungen zustande. so daB die beschichtete Oberfiache empfindlich gegenuber pH-Wertschwan- 
kungen ist. 

Von Ratner etal., J. Biomed. Mat. Res.. Vol. 26 (1992), 415-439 wurde der Versuch unternommen, Kunststoffober- 
40 f lachen durch continous wave (cw)-Plasmabehandlung in Gegenwart von Tetraethylenglykoldimethylether zu modifizle- 
ren. Diese modiflzlerten Oberflachen weisen eIne schlecht reproduzlerbare Herstellbarkeit auf sowie eine geringe 
Stabilitat gegenuber Wasser, was zu teilwelsem Ablosen der Schicht fuhrt. Da die Schichten zudem sehr dunn sind, ist 
. eine weitere Modifizierung praktisch nicht moglich. 

Die Modifizierung der Oberflachen erfolgt bei den im Stand der Technik bekannten Verfahren lediglich statlstlsch 
45 und ist schlecht reproduzlerbar. Sowohl die Modifizierung von OberflSchen in waBriger Umgebung als auch durch 
Behandlung mit continuous wave Plasma (cw-Plasma) fuhrt zu einer ungleichmSBigen statistischen Verteilung der Ami- 
nogruppen auf der OberflSche. Deshalb mussen relativ langkettige Polyethylenglykolderivate immobilisiert werden, um 
eine Verringerung von unspeziflschen Bindungen zu errelchen. Das Aufbringen von spezlflschen Bindungsstellen fur 
Analyten, wie sie fur die Verwendung der modiflzlerten Oberflachen in Immunoassays erforderlich Ist, glelchzeitig mit 
50 PEG Ist bei diesen Ansatzen praktisch nIcht moglich. Weiterhin ist es bei den bisher bekannten modiflzlerten Oberfla- 
chen, die mittels cw-Plasma beschlchtet wurden, notwendig, nachfolgende chemische Modiflzierungen unter Verwen- 
dung von organischen Losungsmitteln auszufuhren. Ldsungsmittelempfindliche Polymere, wie z.B. Polystyrol, die in 
der Diagnostik eine groBe Rolle spielen. konnen auf diese Art nicht modlflziert werden. 

Es war daher Aufgabe der Erfindung. ein Verfahren zur Herstellung einer mit derivatislerbaren Aminogruppen 
55 beschichteten Oberfiache mit verbesserten Eigenschaften herzustellen. mittels derer eine speziflsche Bindephase 
erhalten werden kann, die eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufwelst. 

Die Aufgabe wird erflndungsgemaB gelOst durch ein Verfahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen beschich- 
teten Oberfiache, worin ein polymerisierbares Amin mittels gepulsten Plasmas auf eine Oberfiache aufgebracht wird. 
Die Verwendung eines gepulsten Plasmas, wie es belspielsweise bei V. Panchalingam et al., J. Biomater. Sci. Poly- 
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mer Edn.. Vol. 5. Nr. 1/2 (1993), 131-145 beschrieben ist. aus einem polymerisierbaren Amin. fuhrt Oberraschender- 
weise zu einer OberflSche, die ca. 80 % mehr Stickstoff in Form von Aminogruppen enthSIt als herkommliche. z.B. 
mittels konventioneller continuous wave Plasmatechnik hergestelfte Oberfiachen. Die gebildeten Oberf lachen weisen 
eine gleichmSBige Aminbeschichtung auf und sind mit guter Reproduzierbarkeit herstellbar. 

Das gepulste Plasma wird beispielsweise in einem Plasmareaktor gem^R Figur 1 erzeugt. In einem evakuierbaren 
Behaiter (10) sind zwei Elektroden (12) und (14) angebracht. Die Elektrode (12) ist an eine Apparatur zur Erzeugung 
von Radiofrequenzpulsen angeschlossen, die aus einem Pulsgenerator (16), einem Radiofrequenzgenerator (18), 
einem ZShler (20), einem RadiofrequenzverstSrker (22), einem Wattmeter (24). einem Zweirichtungskoppler (26), 
einem Oszilloskop (28) sowie einem Anpassungsnetzwerk (30) besteht. Radiofrequenzpulse werden mittels Pulsgene- 
rator (16) und Radiofrequenzgenerator (18) erzeugt und durch den Radiofrequenzverstarker (22) bis zur gewunschten 
Leistung verstarkt. Der Zahler (20) sowie das Wattmeter (24) dienen dazu. die Pulsdauern, Pulsfrequenzen sowie die 
Pulsleistungen zu beobachten. Die Radiofrequenzpulse werden zu einem Zweirichtungskoppler (26) geleitet. Von die- 
sem wird Leistung zu einem Oszilloskop (28) geleitet. das die Leistung zum Zweirichtungskoppler (26) reflektiert. Die 
Radiofrequenzpulse werden dann iiber ein Anpassungsnetzwerk (30) an die Elektrode (12) angelegt. 

Die zu beschichtende OberflSche (32) wird in den evakuierbaren BehSlter (10) zwischen die Elektroden (12) und 
(14) gebracht. 

Der Reaktor wird durch eine Vakuumpumpe (34) evakuiert und polymerisierbares Amin wird durch einen EinlaB 
(36) zugefuhrt Der Druck wird durch ein DruckmeBgerdt (38) Ciberwacht. An der Vorrichtung sind zudem noch weitere 
EinlaBGffnungen (40) vorgesehen, durch die weitere Substanzen. z.B. Argon, eingeleitet werden kdnnen. Ein gepulstes 
Plasma wird dadurch erzeugt, daB die zur Plasmaerzeugung erforderliche Leistung abwechseind ein- und ausgeschal- 
tet wird, wodurch ein Plasma aus dem polymerisierbaren Amin gebildet wird. 

Zur Erzielung einer gleichmSBigen reproduzierbaren Beschichtung der OberflSche mit einer hohen Aminogruppen- 
dichte wird ein gepulstes Plasma venwendet, das Pulsdauern von 0,5 bis 1000 ms und eine Pulsfrequenz von 0,5 bis 
1000 Hz aufweist. Je nach gewunschter Beschichtungsdichte betrdgt die Behandlungszeit zwischen 1 Minute und 2 
Stunden. Bevorzugt weist das gepulste Plasma Anzeiten von 1 bis 100 ms und besonders bevorzugt von 5 bis 50 ms 
auf. Die Auszeiten liegen zwischen 0,5 und 1000 ms, bevorzugt zwischen 1 und 200 ms und besonders bevorzugt zwi- 
schen 5 und 100 ms. Die zur Plasmaerzeugung eingesetzte Leistung betragt bevorzugt zwischen 200 und 500 Watt 
und besonders bevorzugt zwischen 50 und 300 Watt. Die geeignete Radiofrequenz ist abhangig vom Reaktortyp und 
betrSgt fur den in Figur 1 dargestellten Reaktor etwa 13,56 MHz. 

Das polymerisierbare Amin kann mittels gepulsten Plasmas in einem Art>eitsschritt auf die OberflSche aufgebracht 
werden, Es ist allerdings bevorzugt. zundchst eine Reinigung der Substrate mittels gepulsten Argonplasmas durchzu- 
fuhren und anschlieBend das polymerisierbare Amin in zwei Schritten auf die Oberfiache aufzubringen. namlich einem 
Grundierungsschritt und einem Beschichtungsschritt. Die Grundierung erfblgt dabei ubiicherweise mit kurzeren Auszei- 
ten. 

Als polymerisierbares Amin kann ein primSres oder sekundares Amin verwendet werden. welches zusatzlich zu 
der Aminogruppe eine polymerisierbare Gruppe aufweist. Bei der polymerisierbaren Gruppe handelt essich bevorzugt 
urn eine ungesSttigte Gruppe, wie beispielsweise eine C=C-Doppelbindung. Das polymerisierbare Amin-bzw. das 
angelegte Vakuum mussen so ausgewShlt werden. daB der Dampfdruck des polymerisierbaren Amins ausreicht. da6 
zumindest ein Teil des Amins bei den angelegten Vakuumbedingungen in der Gasphase vorliegt. Bevorzugt werden 
deshalb leicht fluchtige polymerisierbare Amine mit hohem Dampfdruck verwendet. Beispiele fur erfindungsgemSB 
geeignete Amine sind primare und sekundSre C2-C8-Alkenyle sowie Styrolderivate, die eine prim^re oder sekundare 
Aminogruppe aufweisen. Besonders bevorzugt wird als polymerisierbares Amin Allylamin verwendet. 

ErfindungsgemaB besteht die Oberfiache aus einem Kunststoff. Insbesondere sind spritzguBfahige Kunststoffe. 
wie Polycarbonat, Polyethylen, Polypropylen usw.. geeignet. Besonders bevorzugt besteht die Oberfiache aus Polysty- 
roi. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine nach dem obenbeschriebenen Verfahren erhaitliche mit Amino- 
gruppen beschichtete Oberfiache. Eine solche Oberfiache weist bevorzugt eine Dichte der die Aminogruppen enthal- 
tenden Molekule auf der Oberfiache von mindestens 80 % der vollstandigen Belegung, besonders bevorzugt von 
mindestens 95 % der vollstandigen Belegung auf. Unter vollstandiger Belegung ist dabei die dichteste. theoretisch im 
Hinblick auf die MolekulgrdBe mdgliche Beschichtung der Oberfiache mit einer monomolekularen Schicht aus Aminmo- 
lekulen zu verstehen. Die Beschichtungsdichte kann beispielsweise mittels ESCA-Spektroskopie bestimmt werden. 

Die hohe Dichte und gleichmaBige Verteilung der Aminogruppen fuhrt Ciberraschenderweise dazu. daB die erfin- 
dungsgemaBen Oberfiachen reproduzierbar modifiziert werden kCnnen. Die Modifizierung erfolgt geeigneterweise 
durch Derivatisierung der primaren oder sekundaren Aminogruppen. Dadurch kdnnen an die Oberfiache Molekule mit 
wunschenswerten funktionellen Gruppen oder Eigenschaften gebunden werden. 

Beispielsweise ermGglicht die mit dem gepulsten Plasma erzielte reproduzierbare hohe Amindichte auf der Ober- 
fiache die anschlieBende kovalente Bindung eines Partners eines spezifischen Bindepaares an die mit Aminogruppen 
beschichtete Oberfiache. 

Deshalb ist ein Verfahren zur Herstellung einer spezifischen Bindephase ein weiterer Gegenstand der Erfindung. 
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Dabei wird ein Partner eines spezif ischen Bindepaares kovalent an eine gleichmaBig und mit hoher Dichte mit Amino- 
gruppen beschichtete Oberfl^che gebunden, 

Spezrfische Bindepaare sind dem Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise das Streptavidin-Biotin- 
System, aber auch Antikorper-Antigen- bzw. Hapten-Paare. Bevorzugt wird Biotin Oder ein Biotinanalogon wie Imino- 
5 biotin Oder Desthiobiotin venwendet. Unter Biotinanalogon ist dabei jedes mit Streptavidin bindefShige Molekul zu ver- 
stehen. 

Die Oberfiache kann somit gezielt mit spezifischen Bindestellen ausgestattet werden. die z.B. direkt mit einem 
Analyten oder mit einem spezifischen Bindepartner bindefahig sind. Andererseits kann die Oberfiache auch mit Mole- 
kulen. wie z.B. Polyethylenglykolen, beschichtet werden, die unspezifische Bindungen von Probenbestandteilen an die 

10 Oberf lache verringern, urn Oberfiachen zu bilden, an die unenA/unschte Adsorption oder Bindung praktisch nicht statt- 
findet. Solche Oberf ISchen finden beispielsweise als Implantate in der Medizintechnik Anwendung. 

Bevorzugt wird zusStzlich zu dem Partner eines spezifischen Bindepaares Polyethylenglykol oder ein Polyethylen- 
glykolderivat an die mit Aminogruppen beschichtete OberflSche gebunden, um eine spezifische Bindephase zu erhal- 
ten, bei der unspezifische Wechselwirkungen weiter reduziert sind. Das Polyethylenglykol weist dabei eine mittlere 

15 Ketteniange von 3 bis 200 Monomereinheiten, bevorzugt von 3 bis 50 Monomereinheiten und besonders bevorzugt von 
3 bis 10 Monomereinheiten auf. Das Polyethylenglykol kann hydroxy- oder alkylterminiert sein. 

Bevorzugt werden Polyglykol und der Partner eines spezifischen Bindepaares zur Bindung an die Oberfiache in 
einem Molverhaitnis von 0 : 1 00 bis 99 : 1 eingesetzt, bevorzugt in einem Molverhaitnis von 70 : 30 bis 99 : 1 und beson- 
ders bevorzugt von 80 : 20 bis 99 : 1 . Uberraschendenweise konnte z.B. die Bindung von Fibrinogen bereits durch die 

20 Verwendung von kurzkettigen Poly ethyl englykolderivaten vermteden werden. Der gleichzeitige Einbau von Partnern 
eines spezifischen Bindepaares, wie beispielsweise Biotin und PEG, ermdglicht die spezifische Bindung von z. B. Strep- 
tavidin an die Oberfiachen bei gleichzeitiger Minimierung der unspezrfischen Bindung anderer Probenbestandteile, wie 
z.B. Fibrinogen. 

Die hohe Dichte und gleichmSBige Verteilung der Aminogruppen auf der Oberflache fuhrt uberraschenderweise 
25 dazu, dalB die Bindung des Partners eines spezifischen Bindepaares und gegebenenfalls des Polyethylenglykols an die 
mit Aminogruppen beschichtete Oberf lache in wSBriger LOsung durchgefuhrt werden kann. Beispielsweise konnen der 
Partner eines spezifischen Bindepaares und/oder das Polyethylenglykol als Aktivesterderivat eingesetzt werden. Unter 
Aktivesterderivat ist dabei ein Derivat des Partners eines spezifischen Bindepaares oder des Polyethylenglykols zu ver- 
stehen, das eine aktivierte Estergruppe umfaBt, die mit einer Aminogruppe im wd3rigen Milieu reagieren kann. Bei- 
30 spiele solcher Aktivesterderivate sind in Figur 2 abgebildet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine spezifische Bindephase, wie sie nach einem der oben beschriebe- 
nen Verfahren erhaitlich ist. Eine solche Bindephase ist dadurch gekennzeichnet, daf3 der Partner eines spezifischen 
Birdepaares und gegebenenfalls Polyethylenglykol mit den auf der Oberflache aufgebrachten Aminogruppen kovalent 
verknupft ist. Bevorzugt ist die Oberflache zu mehr als 80 % und besonders bevorzugt zu mehr als 95 % mit dem auf- 
35 gebrachten Amin beschichtet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer solchen spezifischen Bindephase als Festphase 
in einem Immunoassay. Weiterhin ist eine solche spezifische Bindephase auch zur Verwendung in der Medizintechnik, 
beispielsweise als Implantat, geeignet. 

Die Erfindung wird durch die beigefugten Figuren und Beispiele naher erlSutert. 

40 

Figur 1 zeigt eine Vorrichtung zur Aufbringung eines polymerisierbaren Amins mittels gepulsten Plasmas auf eine 
Oberflache und 

Figur 2 zeigt bevorzugte Beispiele von erfindungsgemaB venwendeten Aktivesterderivaten. 

45 

Beispiel 1 

Herstellung einer Oberfiachenbeschichtung durch Aufpolymerisation von Allylamin mittels gepulsten Plasmas 

50 In der in Figur 1 dargestellten Vorrichtung erfblgte die Abscheidung von Allylamin mittels gepulsten Plasmas auf 
eine Oberflache. Als Substrate wurden Polystyrol-SpritzguBteile (2 cm x 1 cm x 0,1 cm) venwendet. die zuvor in Etha- 
nol/Wasser (1 : 2, v/v) gereinigt wurden. Die Plasmabeschichtung wurde in drei Schritten unter folgenden Bedingungen 
ausgefuhrt: 

55 1) Zunachst wurden die Substrate mittels Argonplasma gereinigt. Dazu wurden die Polystyroloberfiachen einem 
gepulsten Argonplasma mit Einzeiten von 10 ms. Auszeiten von 100 ms und einer Leistung von 100 Watt 10 Minu- 
ten lang ausgesetzt. 

2) Nach der Reinigung wurde auf die Polystyrol oberflache eine Allylamin- "Grundierung" aufgebracht. Dies 
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geschah mittels gepulsten Plasmas bei Einzeiten von 3 ms. Auszeiten von 5 ms und einer Leistung von 200 Watt. 
Der Grundierungsschrrtt wurde 4 Minuten lang ausgefuhrt. 

3) AnschlieBend wurde eine Allylamin-'Oberflachenschicht" aufgebracht. Die Plasmabedingungen hierfOr waren 3 
ms Einzert, 45 ms Auszeit und 200 Watt Leistung. Die Beschlchtung wurde 10 Minuten lang ausgefuhrt. 

Beispiel 2 

Derivatisierung der mit Allylamin beschichteten Oberfidchen 

Die im gepulsten Plasma erzeugten allylaminbeschichteten Oberf lachen wurden in waBriger LSsung bei pH 8 mit 
den in Figur 2 dargestellten Verbindungen umgesetzt. Hierzu wurden die mit Allytamin beschichteten Oberfiachen 6 
Stunden in einer mit Phosphatpuffer auf pH = 8 gepufferten 10'^ M wSBrigen Losung der als Aktivester vorliegenden 
Polyethylenglykole PI bis P5 und des Aktivesters von Biotin B1 in den molaren VerhSitnissen von 0:1,1:1.7:3 urd 
9 : 1 umgesetzt. Die Verbindung B-1 wurde vor dem Ansetzen der Mischung in wenig DMF gel6st und dann im entspre- 
chenden Verhaitnis der waBrigen LCsung der Polyethylenglykole PI bis P5 zugesetzt. 

Beispiel 3 

Analytische Charakterisierung der beschichteten Oberfiachen mittels Elektronenspektroskopie fur chemische Anwen- 
dungen(ESCA) 

Die elementare Zusammensetzung von Oberfiachenschichten kann mittels ESCA-Spektroskopie quantitativ 
bestimmt werden. Die mit Allylamin beschichteten OberflSchen wurden vor und nach der chemischen Derivatisierung 
untersucht. Bei Lagerung der frisch hergestellten, mit Aminogruppen beschichteten Oberfiachen unter Wasser zeigte 
sich eine Anderung der Oberfiachenzusammensetzung, die auf die Reaktion von Wasser mit beim Beschichtungsvor- 
gang entstandenen reaktiven Spezies zuruckzuf uhren ist. Die quantitative Auswertung der ESCA-Spektren nach Ele- 
mentarzusammensetzung fur die verschiedenen Praparate ist in folgender Tabelle zusammengestellt: 



Tabelle 1 



Modifikation 


Clst%] 


01s[%l 


Nis [%] 


S2p [%1 


Monomeres (berechnet) 


75.0 




25,0 




Allylamin (cw) 


77.7 


6,8 


15.6 




Allylamin (cw) nach Puffer pH=8 fur 12 h 


75.4 


11.5 


13,1 




Allylamin ("gepulst") 


71.0 


5,2 


23,8 




Allylamin ("gepulst") 12 h in Puffer pH = 8 gelagert 


70.8 


10.8 


18.4 




Allylamin ("gepulst") nach Reaktion mit B-1 in Puffer 


71.4 


10,0 


17.5 


1.1 


P-2 : B-1 1 


: 1 


65.9 


21,3 


12.1 


0.65 


P-2 : B-1 7 


:3 


64.5 


23.3 


11.9 


0,36 


P-2 : B-1 9 


: 1 


66.7 


24,9 


8.1 


0,22 


P-3 : B-1 1 


1 


68,4 


17.0 


14.1 


0.58 


P-3 : B-1 7 


3 


66.8 


22,9 


9.9 


0,35 


P-3 : B-1 9 


1 


64,3 


25.2 


10.4 


0.11 


P-4 : B-1 1 


1 


72,5 


11,4 


15.5 


0,62 


P-3 : B-1 7 


3 


72,8 


12.3 


14.5 


0.39 


P-4 : B-1 9 


1 


71.4 


13,4 


14,9 


0,20 


P-5 : B-1 1 


1 


71.3 


11.4 


16.6 


0.68 


P-5 : B-1 7 


3 


71,9 


11,9 


15.8 


0.44 


P-5 : B-1 9 


1 


71.5 


13.1 


15.3 


(0.10) 



EP 0 806 250 A2 



Aus Tabelle 1 ist zu ersehen. daB mittels gepulsten Allylamin-Plasmas eine Beschichtungdichte von 23.8 (NIs. 
gepulstes Plasma): 25.0 (N1s. monomolekulare Schicht von Allylamin), also von 95.2 % der vollsmndlgen Belegung 
erzielt wurde. 

5 

Beispiel 4 

Proteinadsorption an die speziflschen Bindephasen 

10 Es wurde die Bindefahigkeit der spezifischen Bindephasen gegenuber Streptavidin (spezlfische BIndung) und 
gegenuber Fibrinogen (unspezifische Bindung) untersucht. Zum Nachweis der Fibrinogenbindung wurde ein fluores- 
zenzmarkiertes Fibrinogen venwendet (Rinderfibrinogen. Firma FLUKA mit Resorufin-OSu umgesetzt, Beladung 1:1). 
Die Streptavidinbindung wurde mit fluoreszierenden und biotinylierten Latexpartikein (Firma MoL-Probes L-5221. 100 
nm, Farbstoff: Yellow-Green) nachgewiesen. Die Biotinylierung der Partikeloberfiache wurde durch kovalente Kopplung 

15 mit biotinyliertem Rinderserumalbumin (RSA) erreicht. 

a) Bindung von Fibrinogen 

Das Konjugat wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 gelOst. Zur Kon- 
20 trolle wurde diese Losung 2 Stunden auf der unbehandelten Oberfiache inkubiert. Die L6sung wurde auf die spezifi- 
schen Bindephasen aufgebracht. 2 Stunden inkubiert und anschlieBend mit reiner PufferlSsung abgespult. Die 
spezifischen Bindephasen wurden anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Fluoreszenz der 
Oberfiache mittels CCD-Kamera und Bildauswertung (Optimetric. Fa. Stemer. Munchen) als mittlere Grauwerte (mean 
grey) einesdefinierten Bildausschnitts quantifiziert. 

25 

b) Bindung von Streptavidin 

Streptavidin wurde in einer Konzentration von 0.5 mg/ml in 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4 gelost. Die spe- 
zif ische Bindephase wurde 2 Stunden mit der Losung inkubiert und anschlieBend gewaschen. Auf die spezifische Bin- 
30 dephase wurde dann die Latexlosung (0.5 %ig) aufgebracht, 1 Stunde inkubiert und anschlieBend gewaschen. Die 
Fluoreszenz wurde wie unter Beispiel 4a) betrachtet und ausgewertet. 

Die Ergebnisse der Proteinbindung sind in Tabelle 2 zusammengefaBt: 



Tabelle 2 



Oberfldche 


Fibrinogen (mean grey) 
515/560 nm 


Streptavidin (mean 
grey) 450/500 nm 


Untergrund/Leerwert 


' 72 


72 


Polystyrol unbehandelt 


190 


205 


P-1 : B-1 7:3 


87 


162 


P-1 : B-1 9:1 


.87 


166 


P-2 : B-1 7:3 


88 


139 


P-2 : B-1 9:1 


85 


137 


P-4 : B-1 7:3 


86 


190 


P-4 : B-1 9:1 


86 


182 
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Patentarispruche 

1. Vertahren zur Herstellung einer mit Aminogruppen beschichteten Oberfiache. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein polymer islerbares Amin mittels gepulsten Plasmas auf eine Oberfiache aufgebracht wird. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man mit Pulsdauern von 0.5 - 1000 ms und einer Pulsfrequenz von 0,5 - 1000 Hz arbeitet. 

3. Mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache, erhaitlich nach einem Verfahren gemSB einem der Anspruche 1 oder 

2. 

4. Mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache nach Anspruch 3. 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 die Dichte der die Aminogruppen enthaltenden Molekule auf der Oberf lache mindestens 80 % der vollstSndi- 
gen Belegung betr§gt. 

5. Verfahren zur Herstellung einer spezifischen Bindephase. 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein Partner eines spezffischen Bindepaares kovalent an eine mit Aminogruppen beschichtete Oberfiache nach 
einem der Anspruche 3 Oder 4 gebunden wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 zusatzlich Polyethylenglykol oder ein Polyethylenglykolderivat an die mit Aminogruppen beschichtete Oberfia- 
che gebunden wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(3 Polyethylenglykol und der Partner eines spezifischen Bindepaares zur Bindung an die Oberfiache in einem 
Mol-Verhaitnis von 0 : 100 bis 99 : 1 eingesetzt werden. 

8. Spezif ische Birdephase. erhaitlich nach einem Verfahren gema3 einem der Anspruche 5 bis 7. 

9. Verwendung einer spezifischen Bindephase nach Anspruch 8 als Festphase in einem Immunoassay. 

10. Verwendung einer spezifischen Bindephase nach Anspruch 8 in der Medizintechnik 
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Fig. 2 
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